

































































































in developing  countries, which  are  associated with  bacterial  contamination  especially 
from Gram‐negative bacteria, mainly represented by Salmonella typhi, Escherichia coli and 
Pseudomonas aeruginosa [10]. Among Gram‐positive bacteria, Staphylococcus aureus and Ba‐
cillus cereus are  the most causative agents of food‐borne  illnesses or  food spoilage  [11]. 
Over recent years, synthetic preservatives are  largely used  to successfully prevent and 
control bacterial contamination of  food, but  their use can result  in unwanted chemical 








































five  compounds,  representing  100.0% of  the OOEO, were  identified.  In particular,  the 
main components were carvacrol (66.0%), p‐cymene (7.9%), γ‐terpinene (4.9%) and bor‐
neol (2.8%). Furthermore, reasonable levels of β‐bisabolene (2.3%), myrcene (2.1%), α‐ter‐















No  Compounds  RI a  Composition (%) 
1  α‐thujene  920  0.8 
2  α‐pinene  928  1.0 
3  camphene  941  0.6 
4  1‐octen‐3‐ol  970  0.4 
5  myrcene  985  2.1 
6  α‐phellandrene  1000  0.4 
7  δ‐3‐carene  1004  0.2 
8  α‐terpinene  1010  2.0 
9  p‐cymene  1017  7.9 
10  β‐phellandrene  1021  0.8 
11  (E)‐β‐ocimene  1040  0.1 
12  γ‐terpinene  1051  4.9 
13  trans‐sabinene hydrate  1072  0.3 
14  α‐terpinolene  1083  0.4 
15  linalool  1091  0.4 
16  α‐campholenal  1120  0.1 
17  trans‐pinocarveol  1132  0.1 
18  borneol  1163  2.8 
19  terpinen‐4‐ol  1171  1.7 
20  α‐terpineol  1183  0.6 
21  carvone  1235  0.1 
22  carvacrol methyl ether  1241  0.4 
23  linalyl acetate  1250  0.2 
24  carvenone  1253  0.2 
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25  thymol  1285  1.0 
26  carvacrol  1300  66.0 
27  carvacrol acetate  1366  0.2 
28  β‐cubebene  1383  0.7 
29  β‐caryophyllene  1414  0.7 
30  aromadendrene  1435  0.2 
31  ledene  1495  0.1 
32  β‐bisabolene  1501  2.3 
33  δ‐cadinene  1518  0.1 
34  spathulenol  1575  0.1 
35  caryophyllene oxide  1580  0.1 



















No  Compounds  RI a  Composition (%) 
1  α‐thujene  920  2.4 
2  α‐pinene  928  1.6 
3  camphene  941  0.3 
4  β‐pinene  970  0.6 
5  myrcene  985  2.5 
6  3‐octanol  987  0.1 
7  α‐phellandrene  1000  0.6 
8  δ‐3‐carene  1004  0.2 
9  α‐terpinene  1010  5.1 
10  p‐cymene  1017  7.6 
11  β‐phellandrene  1021  0.9 
12  (E)‐β‐ocimene  1040  0.1 
13  γ‐terpinene  1051  19.7 
14  trans‐sabinene hydrate  1072  0.3 
15  α‐terpinolene  1083  0.3 
16  linalool  1091  1.3 
17  borneol  1163  0.3 
18  terpinen‐4‐ol  1171  0.9 
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19  thymol methyl ether  1232  0.7 
20  carvone  1235  0.1 
21  thymol  1285  0.3 
22  carvacrol  1300  46.0 
23  carvacrol acetate  1366  0.1 
24  β‐caryophyllene  1414  7.0 
25  aromadendrene  1435  0.1 
26  α‐humulene  1450  0.4 
27  ledene  1495  0.1 
28  δ‐cadinene  1518  0.1 
29  caryophyllene oxide  1580  0.2 

































safe  to use  [29]. Propylene glycol  is a colorless, odorless and completely water‐soluble 
solvent very similar to glycerol, also having the GRAS status and high safety [30]. Glyc‐
erosomes were prepared according to the recent publication by Vanti and coworkers [5]. 
Different experimental conditions were  tested, as reported  in  the experimental section. 
Finally, the lipid film was constituted of P90G (600 mg) plus cholesterol (10 mg). It was 
hydrated using a 5% v/v glycerol/water  solution, and OOEO  (10 mg/mL) or STEO  (10 
mg/mL) or OOEO plus STEO (5 mg/mL plus 5 mg/mL), were added in this step, obtaining 























OO‐GS  148.40 ± 48.34  0.20 ± 0.04  –41.68 ± 5.78  87.02 ± 6.19  72.97 ± 6.46 
ST‐GS  105.51 ± 13.92  0.22 ± 0.05  –34.03 ± 3.57  91.38 ± 4.77  77.35 ± 7.63 









OO‐PGV  138.23 ± 29.17  0.17 ± 0.03  –34.93 ± 8.81  87.92 ± 8.27  83.12 ± 5.16 
ST‐PGV  73.95 ± 5.71  0.21 ± 0.01  –30.68 ± 6.69  84.64 ± 12.02  79.04 ± 7.34 
OOST‐PGV  101.09 ± 8.24  0.22 ± 0.06  –28.80 ± 1.15  85.79 ± 9.27  76.73 ± 8.27 
The combination of mechanic stirrer and ultrasonic bath during the two hydration 
processes allowed  to obtain homogenous and stable  formulations, without any  further 


































OOEO and  reference drug Ketoconazole. The most sensitive  fungus appeared  to be P. 
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studies on  in vitro activity of essential oils  formulated  in glycerosomes and  liposomes 
[5,31]. 
Table 5. Antibacterial activity  (mg EO/mL medium) of pure and  formulated EOs of O. onites  (OOEO) and S.  thymbra 
(STEO). 




MIC  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a. 
MBC  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a. 
OO‐GS 
MIC  0.015  0.015  0.010  0.040  0.020  0.010 
MBC  0.020  0.020  0.040  0.080  0.040  0.020 
ST‐GS 
MIC  0.020  0.010  0.020  0.040  0.040  0.020 
MBC  0.040  0.020  0.040  0.080  0.080  0.040 
OOST‐GS 
MIC  0.020  0.015  0.020  0.040  0.020  0.020 
MBC  0.010  0.030  0.040  0.080  0.040  0.040 
Blank‐PGV 
MIC  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a. 
MBC  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a. 
OO‐PGV 
MIC  0.010  0.010  0.010  0.040  0.020  0.015 
MBC  0.020  0.020  0.020  0.080  0.030  0.040 
ST‐PGV 
MIC  0.015  0.010  0.010  0.040  0.030  0.020 
MBC  0.040  0.020  0.020  0.080  0.040  0.040 
OOST‐PGV 
MIC  0.010  0.020  0.015  0.040  0.020  0.020 
MBC  0.020  0.040  0.020  0.080  0.040  0.040 
OOEO 
MIC  0.0006  0.0012  0.0020  0.0010  0.0002  0.0005 
MBC  0.0012  0.0025  0.0025  0.0020  0.0003  0.0006 
STEO 
MIC  0.0003  0.0012  0.0006  0.0010  0.0003  0.0010 
MBC  0.0012  0.0025  0.0012  0.0012  0.0006  0.0012 
Streptomycin 
MIC  0.10  0.05  0.20  0.20  0.10  0.20 








Table 6. Antifungal activity  (mg EO/mL of medium) of pure and  formulated EOs of O. onites  (OOEO) and S.  thymbra 
(STEO). 
    A. fumigatus  A. niger  T. viride  P. verrucosum  C. albicans  C. krusei 
Blank‐GS 
MIC  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a. 
MFC  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a. 
OO‐GS 
MIC  0.015  0.010  0.010  0.010  ‐  0.080 
MFC  0.040  0.020  0.020  0.020  ‐  >0.080 
ST‐GS 
MIC  0.010  0.020  0.015  0.020  0.040  0.060 
MFC  0.040  0.040  0.030  0.040  0.080  0.080 
OOST‐GS 
MIC  0.020  0.015  0.020  0.015  0.040  0.060 
MFC  0.040  0.030  0.040  0.030  0.080  0.080 




MIC  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a. 
MFC  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a.  n.a. 
OO‐PGV 
MIC  0.010  0.020  0.020  0.020  0.060  0.080 
MFC  0.020  0.040  0.040  0.040  0.080  >0.080 
ST‐PGV 
MIC  0.005  0.010  0.020  0.005  0.080  0.080 
MFC  0.010  0.040  0.040  0.010  >0.080  >0.080 
OOST‐PGV 
MIC  0.020  0.010  0.020  0.015  0.080  0.060 
MFC  0.040  0.020  0.040  0.030  >0.080  0.080 
OOEO 
MIC  0.0002  0.0004  0.0003  0.0003  0.0010  0.0006 
MFC  0.0003  0.0006  0.0006  0.0006  0.0012  0.0012 
STEO 
MIC  0.0004  0.0006  0.0003  0.0003  0.0006  0.0003 
MFC  0.0006  0.0012  0.0006  0.0006  0.0012  0.0006 
Ketoconazole 
MIC  0.20  0.20  1.00  0.20  0.50  0.50 


















































































quantification  through peak area  integration  from GC peaks was applied  to obtain  the 
component percentages. The analyses were carried out twice for each sample. 
   















sive dilutions. The  coefficient of determination  (R2) of  carvacrol  calibration  curve was 
0.9999. 
3.5. Preparation of Vesicles Loaded with OOEO and STEO 
O. onites and S.  thymbra essential oils (OOEO and STEO) were formulated  in  lipid 
























15:0.5  10  30  5 (PBS)  no  yes 
30:1  10  30  5 (PBS)  no  yes 
30:6  10  30/60  5 (PBS)  no  yes 
60:1  10  30 + 30  2.5 + 2.5 (1%G/W)  yes  yes 
60:1  10  30 + 30  2.5 + 2.5 (5%G/W)  yes  yes 
60:1  10  30 + 30  2.5 + 2.5 (10%G/W)  yes  yes 
60:1  10  60 + 60  2.5 + 2.5 (5%G/W)  yes  yes 
10:1  10  30 + 30  2.5 + 2.5 (5%G/W)  yes  yes 
60:1  10  30 + 30  2.5 + 2.5 (1%PG/W)  yes  yes 
60:1  10  30 + 30  2.5 + 2.5 (5%PG/W)  yes  yes 
G/W = glycerol/water solution; PG/W = propylene glycol/water solution 
   











60:1  10  30 + 30  2.5 + 2.5 (5%G/W)  yes  yes 










60:1  5 + 5  30 + 30  2.5 + 2.5 (5%G/W)  yes  yes 
60:1  5 + 5  30 + 30  2.5 + 2.5 (1%PG/W)  yes  yes 
G/W = glycerol/water solution; PG/W = propylene glycol/water solution 
3.6. Physical Characterization of Nanovesicles Loaded with OOEO and STEO 
Average hydrodynamic diameter  (nm), polydispersity  index  (PdI) and  ζ‐potential 
























































































During  recent  years,  synthetic  preservatives  are  generally  used  to  protect  food 
against microorganisms. However, there is an urgent need to search new antimicrobials 







niques such as nanoencapsulation can address  this problem. Thus,  this  study was de‐
signed in order to develop propylene glycol‐nanovesicles loaded with EOs from O. onites 







α‐terpinene  (5.1%). Afterwards, we  succeeded  to encapsulate  the EOs  in nanovesicles, 
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